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Az immunglobulinok genetikaja. Az antigén felismerd-receptor
gének felépitése és expresszioja.

Primer B sejt differencialédas
Centralis (thymus) T sejt fejl6dés

Dr. Boldizsar Ferenc



Antitestek — B sejt repertoar: 10"

Tonegawa (Nobel dij:1987)

A B sejtek erésuk soran az immunglobulin gének atrendez6dnek és szomatikus
hypermutacion esnek at.

A nagy repertoarhoz keépest viszonylag keves Ig V gén oroklédik.



A lymphocyta differenciacio célja

- Kulonb0z6 specificitasu antigén receptorok expressziodja.

- B- és T sejt repertoar kialakitasa = az antigén felismer6
receptorok szama: 10°-10"" BcR, 10'°>-107® TcR;

,Lymphocyta kepzés = Kesztylgyar”— Jan Klein.

Az immunrendszer elore megtermeli a kulonboz6 antigen
receptorokkal rendelkez6 lymphocytakat, aztan az antigen
,valasztja ki” a megfeled specificitasu molekulakat. Tehat az
immunrendszer minden lehetséges antigén molekulara fel
van keészulve.

A B- és T sejt receptor termelés genetikai hattere az
immunglobulin- és a T sejt receptor gének atrendezodése
a lymphocyta el6alakokban.



B sejt receptor (B¢cR) =
sejtfelszini Ig

An‘tigénkétc’S‘ hely
CD21
(C3dR)
sejtfelszini-lg = Membran-IlgM und -IgD
CD19

CD7
p

CD79
b

B sejt

Minden egyes B sejt kizarolag egyetlen specificitasu
antitestet (BcR) tud termelni.




Az immunglobulinok antigén kétd helye hipervariabilis (CDR) régidkat
tartalmaz
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Az Ig nehéz- és kdonnyl lancok doménjei

V= variable || D= diversity | | J= joining
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- Ahogy a variabilis (V) ugy a konstans (C ) Doméneket a nehéz és a konnyd
lancban kulonb6z6 Génszegmentumok kodoljak.

- Akonny( és nehéz lancok polipeptid lancai kilonb6z6 kromoszémakon
kédolodnak.




Az immunglobulin kénnyl és nehéz lanc gének felépitése

H chain locus (1250 kb;chromosome 14) ‘l.'.'.‘l[l‘

(n = ~45) \ /
y = - C, Ci1
V_Reqlo: LVl LVuyn Dy (n=23) JH Cy Cs 3 y

D = Diversity
C-Réqio: K chain locus (1820 kb; chromosome 2)
: = ~35
C = Konstans L V1 (nL Vien ) Jx Cx
Génszegmensek s - —~ HHHH—§— -

enh enh

A chain locus (1050 kb; chromosome 22)

(n=~30)
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Csiravonal-DNS - az immunglobulin gének nem atrendez6dott allapota.




Csiravonal DNS: A V-D-J-Génszegmentumok szama

H chain locus (1250 kb;chromosome 14)

(n = ~45)
LVyl LVuyn Dy (n=23)

I R

JH

K chain locus (1820 kb; chromosome 2)

(n=~35)
LVl LVn

5 -ID—HD—”—D{PD{Iﬂ—.—H

A chain locus (1050 kb; chromosome 22)

(n=~30)
LV;1 LVin b1 CG1 42 G2 /3 G3 W7 C7

s - .-,

enh
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A csiravonal DNS szomatikus rekombinacio soran atrendezodik
= Génatrendezbdés




Az Ig génatrendezodés
folyamata

Allél kizaras:

az egyik nehéz lanc allél
sikeres (produktiv)
atrendezddése

gatolja a masik
kromoszoman

talalhato H lanc I6kusz
rekombinacidjat

Izotipus kizaras

Minden egyes B sejt
kizarélag egyetlen
specificitasu
antitestet (BcR) tud
termelni.
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A génatrendezodés molekularis
mechanizmusa

1. hurok képzbdeés
2. DNS vagas - Delécio
3. a szabad DNS végek ligacidja

Résztvevd enzimek:
- VDJ-Rekombinaz: RAG1 és -2

- Heteromér proteinkomplex: DNS-Ligaz, DNA-PK, Artemis-
Protein

- Terminalis Deoxynukleotidyl-Transzferaz (TdT): >

N-Nukleotid-beépités — véletlenszerl Nukleotid beépités



A génszegmentumok atrendezodésének 12/23-
bazispar szabalya:

\f\ Orientation of V(D)J gene segments and recombination signal sequences
Vi

K 5 12 bp W ///l @ 3

heptamer nonamer nonamer heptamer_

Recombination signal sequences

Vi Spacer o 4 Ji,
- SI‘D TR A L7 ‘]’3'

Vi DH I

— - p 23 2

H|l & ’9\ 7/
23 V
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Rekombinacidés-Szignal-Szekvenciak (RSS):
egy konzervalt heptamer és nonamer szekvenciakbadl allnak, amiket nem konzervalt
12 vagy 23 bp hosszu spacer szekvenciak valasztanak el.




Nehéz lanc génatrendezodés 3 Pro-B-sejtben

vive vn 20N

o] T l—HH]{H—I—

Somatic recomblnatlon (V-D-J jomlng), addition of
N and P nucleotides, transcription and RNA processing
in three B cell clones

Expressed D1 J1 Ds JS 02 J2
mRBNA in
three 5'
lymphocyte
clones N/P nucleotides N/P nucleotides N/P nucleotides
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véletlenszeri atrendezodés » Diverzitas




T sejt receptor

Peptid-
' kOt6hely
T sejt
tipusok:
1. af TcR+
2. v0 TcR+

¢ ¢

signéling

Figure 6-9 Immunobiology, 6/e.(© Garland Science 2005)




A TcR op-lancok domeénjei

(B)TCR
TCR 3 chain

TCR « chain

BV Y Co TMCYT
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TcR-Gének — Csiravonal-DNS

Human TCR J chain locus (620 kb; chromosome 7)

SHER-

(n = ~50) N\
L Vpl L Vgn  Dgl Jp1 A\, Cp1 /Dp2 Jp2 Cp2
s—HE-—HE-HHHHHH—HHHHH— -
B enh
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(n = ~45)
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s H———HHHii————ee—§--
_-_______“__-—-"-- 052 ___‘——-__-__-__—_'_ cenh
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—H— ;
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Human TCR vy chain locus (200 kb; chromosome 7)
(n=~5)
L V1 L Vyn Jy1 Cyl h2 Cy2
s HE——+ e+
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TcR génatrendezodes |

TcR-B-Ketten-Gen

L HH - e v

Variable (V) szegmensek pjyersity- Joining (J) Konstans (C)
szegmensek (D) Szegmensek Szegmensek

RAG-1, RAG-2

-:teljesen atrendezodott gén

TCR-B-Protein




TcR géenatrendezodes Il

TcR-o-lanc

— L H M-

Variable (V) Szegmensek Joining (J)  Konstans (C)
Szegmensek Szegmensek

1. B/y atrendezodés
2. o/ 0 atrendezodés l

- teljesen atrendezodott gén

|

TCR-o-Protein




TcR-Diverzitas

Tabelle 23. Faktoren, die an der Entstehung der TCR-Diversitit beteiligt sind

_____ STCRApY: a3 Y
a B | v d
| V-Ge_nsegn-zentcj 00T 25 LA - 10
D-Gen{cig{fzente : aljs - S b 0 2
Offene Leseraster 0 viele 0 viele
N-Region-Diversitiit V-] | V-D V-J V-DI1
D-J | D1-D2
L e sl ey e DT
J -Gerzs'ceg(rzeizteA - 50 | 12 S 2 2
Kombinatorische
Diversitdt der
iRegioE“ 254 - 2500 s 70
Vollstindiges
Repertoire 107 10"

In: Gergely-Erdei: Immunbiologie in Bildern



A diverzitas kialakulasa

« AV-D-és J-szegmensek nagy szama és
szabad rekombinaciodja

« TdT
Az alegysegek szabad kapcsolodasa

(IgH / IgL, TcR o/ B vagy vy / d).



A lymphocita differenciacio altalanos
jellemzoi



A single progenitor cell gives rise to
a large number of lymphocytes, each
with a different specificity

O
P — 7 DA

RRYORP

Removal of potenhally self-reactive
immature lymphocytes by clonal deletion

9990999

self antigens self antigens

Proliferacio

|g- vagy TcR-génatrendezédeés
- Antigénreceptor-express$zio

Primer nyirokszervek

Szelekcio

DA
Pool of mature naive lymphocytes

Q09

foreign antigen

A

Proliferation and difkéntiation of activated
specific lymphocytes to form a clone
of effector cells

P999%

Effector ceIIs ellmmate anhgen

Antigénfelismerés

Periférias nyirokszervek

Proliferacio

Figure 1-14 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Bone marrow

O

pluripotent hematopoietic stem cell

Minden vérsejt a csontveldi multipotens
haemopoetikus Gssejtbdl fejlddik ki.

Figure 1-3 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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A lymphocyta differenciacio altalanos
jellemzoi

1. Proliferacio

2. Receptor génatrendezodeés: funkcionalis
antigenreceptorok kifejez6dése a sejtek felszinén

3. Vandorlas (migracio) — Stromasejtek (adhezio,
kemokin termelés)

4. Szelekcio - a lehetseges autoreaktiv sejtek
elpusztitasa

5. Apoptodzis



Lymphoid elkotelezodés — Transzkripcios
faktorok

Pro-T
Notchl
PU.1
HSC > Monocyte
GM-CSFRV 0
Pu.l,E2A ,'" Pax5?
EBF Pax5
L — e —> —>
B D-JH V-D-JH

Earlypro-B Latepro-B Beell

in: Transdifferentiation and regenerative medicine (Prof. Dr. Péter Balogh, Dr. Péter
Engelmann (2011); University of Pécs)



A csontveloi stromasejtek szerepe

Stroma sejtek

Stroma sejtek:

- nem-lymphoid

- nyulvanyok

- adhézios molekulak (pl. CD44, VCAM-1)
- citokin termelés (pl. IL-7, IL-3, SCF)

IIIIII

IL-4, extracellularis matrix komponensek)
- kemokin termelés (pl. SDF-1/CXCR4-Ligand)
- szelekcios folyamatok



Stage of
maturation

A lymphocyta erés stadiumai
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A B sejt fejlodés

1. Centralis: Antigén-fuggetlen — a
csontveloben

2. Periférias: az antigén altal szabalyozott
— a masodlagos nyirokszovetekben



Csontveloi stromasejtek

Kit
SCF

IL-7

IL-7-Rezeptor

Stromazelle im
Knochenmark

CAMs @

IL-7

IgM

Az Ossejtekbdl az érett B sejtekig tartd fejlddési szakaszokat fenotipus- és
genotipus markerek segitségével jellemezhetjuk.




Csontveld I: Ossejt > “nagy pre-B sejt”

pre-B receptor

> O T >

H-lanc- csiravonal D-J V-DJ atrendezett
gén | Atrendezédés | | Atrendezédés VDJ
L-lanc- ,
o csiravonal csiravonal csiravonal csiravonal
citoplazmatikus
sejtfelszini- . . . u-lanc
Ig nines RInes nines sejtfelszini-preBcR: p +
Fia 7.5 part 1 of 2 © 2001 Garland Science
sejtfelszini .
molekulak c-kit, CD43, CD45 CD34, CD19, CD10, CD20

CD22, CD25




Csontvelo lI: “kis pre-B sejt” > “érett B sejt”

1 Kis Eretlen , .
_ pre-Bsejt | | B sejt LTI S
IgM gD IgM
_IN LN LN
H-lanc- atrendezett atrendezett atrendezett
gén VDJ VDJ VDJ
L-lianc- atrendezo6dés atrendezett atrendezett
gén \VA | VJ
| | sejtfelszini
sejtfelszini- Intracellularis sejtfelszini IgM és -IgD
Ig u lanc IgM (alternativ
‘ splicing)

Fig 7.5 part 2 of 2 © 2001 Garland Science

sejtfelszini

CD19,CD20

molekulak

CD25

MHC-II, CD21, CD40




Szelekcios folyamatok a csontveloben

\
\/"\/ \/

Stage of

maturation Stem cell Pro-B Pre-B Immature B Mature B

Proliferation
RAG expression

TdT expression

: : : Recombined H Alternative splicing
Unrecombined Unrecombined Recombined :
Ig DNA, RNA  (germline) (germline) H chain gene chaln}\gene (V[\)/j)', of VD{J -C RNAt "
DNA DNA (VDJ); 1 mRNA K or A genes (VJ); (primary transcript) to

1 or x or L mBNA form Cy, and C§ mRNA

Cytoplasmic u and
pre-B receptor-
associated n

embrane IgM (u + Membrane

Ig expression  None None or & light chain) IgM and IgD

Surface D IgMlo hi

markers CD34 Sl Ch43* CD43- IgM™

SNIELOMIG Bone marrow Periphery

site

Response egative selection Activation

to antigen None None None etlon) receptor (proliferation and
9 editing differentiation)

© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 5e www.studentconsult.com




Szelekcids folyamatok a csontveloben

klonale Deletion oder
Rezeptor-Editing

Wanderung zur Peripherie

Wanderung zur Peripherie

~ unreife B-Zelle (Knochenmark)
2 ichtquervernetzendes keine Reaktion
multivalentes l6sliches - o x
" = - o korpereigenes Molekiil gegen korpereigene
korpereigenes Molekiil | | korpereigenes Molekiil mit niedriger Affinitat Doleriinasiten
|

o LY f

oM "\ IgM " & igM & IgM
N R NoE 7

Wanderung zur Peripherie

4 Apoptose

anergische B-Zelle

(klonal ignorant)

- S < = < =

N NG TN

g IgD IgM IgD i E IgM
reife B-Zelle

reife B-Zelle




,Receptor editing”




A periférias B sejt alcsoportok
ontogenetikai kulonbsegei

Konvencionalis follikularis B sejtek (B2): (IgM+/IgD++, CD21+,
CD23++, recirkulacio)

B-1 sejtek: onmegujitd képesseég, alacsony affinitasu autoantitest
termeles, megtelepedés a pleuran ill. peritoneumban, relativ tulsuly
ujszulottkorban (és B-CLL); (CD5+, CD43+, IgM++/IgD+)

o R MR T P e
LT 2 . s e A A ol %,
Marginalis zona B s'ejtek: a r.;ge:”_f"‘ 2 . -.3_"‘- L
B1 sejtekhez hasonlo Ig- } Ll :

fenotipus, differencialddas a

|épben, nincs vandorlas

(IgM++/IgD+, CD21++,
CD23+/-)

At '.’”’ . » Pa ‘ . Lot
’ ’v . s:: ‘f T £ ,'i. .
qjﬂJPJJ_awbiégmﬁ’



A kozponti (thymus) T sejt fejlodes



CD4+
Helper-
T sejtek

Ket kulonbozo T sejt vonal a TcR tipus

T lymfocitak off TcR-al

CDS8

MHCI

LFA-1 LFA-1

alapjan

CD8+
citotoxikus
T sejtek

CD45

T lymfocitak yo TcR-al

- CD4-CD8- citotoxikus
T sejtek

Intraepithelialis — alacsony
diverzitasu TcR

Limfoid szervek — er6sen
diverz receptorok
regulatorikus citokin
termeles



A T sejt csoportok szamanak alakulasa az

élet soran

CD3" cells, %

100 —
¥0 Thymocytes ‘ /
75~ oy Thymocytes
50
| I | | I /]
0 | | L
14 15 16 17 18 19 Birth Adult

Days of gestation

az egeész repertoar:
TCR @, p: 1070
TCR Yy, 6: 1076



R Vi

Kapsel "

| Medulla -

A thymus szerkezete

1| Kortex |

thymocytak

(eredet:
epithellum ae csontveld)
kortikomedullaris 40 Dele medullaris
hatar ' epithel sejtek
(eredet: thymus) 1)
dendritikus sejtek
______ (eredet: csontveld)
Hassall
¢ testek makrofagok
(eredet: csontvel




A thymus stromasejtek funkciodja

Kortikalis epithelsejtek:
- kemotaktikus jeleket termelnek a hemopoetikus eléalakok szamara

- tulélési és differenciacios jelek termelése
- sajat antigenek prezentalasa a pozitiv szelekciohoz

Medullaris epithelsejtek, dendritikus sejtek €s makrofagok:
- sajat antigének prezentacioja a negativ szelekciohoz
- az apoptotikus sejtmaradvanyok eltakaritasa




Thymocytak:

kettGs negativ
DN: 2-5 %

kettds pozitiv
DP: 75-80%

egyszeresen
pozitiv

CD4 SP: 10-15%
CD8 SP: 5-8%

Thymocyta alcsoportok

Figure 5.14

38 8520 enp

éretlen CD3-CD4-CD8-
kettés-negativ thymocytak o8

STROMA

cortical
Wz ithelial
Cortex 4 oo Of coll mediates
: positive selection
éretlen CD3+CD4+CD8+
Cortico- kett6s-pozitiv thymocytak B§
W dendritic
g g@ ® 0 0%% cell mediates
negative selection
érett CD3+CD4+ b
vagy CD3+CD8+ thymocytak o» muel}g cell
Madulla <=9 @
venule macrophage

Fiatal egerekben naponta 5x107 T sejt képz&dik (~25% az 6sszes thymocytanak).
A szelekcids folyamatok soran a tnymocytak ~98 % apoptozissal elpusztul.

1-2 x 106 érett T sejt jut ki naponta a perifériara.



Thymocyta alcsoportok

Single-positive Double-positive
CD4+ cells CD4+CD8+* cells

+ [~12% = ~80%

CD4

~3% " R ~5%

- Double-negative | Sihgle-positive
CD4-CD8- CD8+* cells
- CDs8 > 4
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0-0-0-6-0-0

Stage of g _ Double  Single positive Naive
maturation Stem cell Pro-T Pre-T positive (immature T cell) mature T cell |

Proliferation l

RAG expression 1 1]
TdT expression

! : Recombined Recombined B, Recombined B, Recombined j3,
TCR DNA, Unrecombined Unrecombined B chaingene chaingenes «chain genes o chain genes

RNA (germline) (germline) [V(DW-C];  [V(D)J-CJ; Band [V(D)J-CJ; Band [V(D)J-CJ; B and
DNA DNA B chain mRNA o chain mRNA o chain mMBNA o chain mRNA
TCR None None Pre-T receptor ~ Membrane Membrane Membrane
expression (B chain/pre-T @)  «ff TCR aff TCR aff TCR
Surface c-kit * c-Kit* c-kit * CD4+CD8* CD4+9D8' or CD4+QDB‘ or
CD44+ CD44+ CD44+ CD4-CD8+ CD4-CD8*
markers  CD34+Cp2s- CD25+ CD25+ TCR/CD3®  ToR/CD3M TCR/CD3M
. CD5, CD7
:i't‘:tom'c Bone marrow| Thymus Periphery |
Positive and g Activation |
Response None None None negative Negative (proliferation and |

to antigen selection selection differentiation) |
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A thymocyta éres szabalyozasa

- Sejtfelszini molekulak — adhézios molekulak (CD44),
CD28 - B7.1/7.2 , Notch — Notch-Ligand-

kolcsonhatasok, kemokin receptorok

 Humoralis faktorok — citokinek (IL-7), kemokinek,
thymozin, prothymozin-a, thymulin (FTS-Zn),
thymopoietin, thymostimulin (TP-1), thymus
humoralis faktor (THF) és THF-g2, glukokortikoid-
hormon (GC)




A stromasejtek szabalyozzak a T sejt erést

1. Vandorlas:
kemokinek

2. Proliferacio
IL-7

3. Differenciacio ,(
«  TcR-
génatrendez6dés |
« fenotipus- -
valtozasok

4. Szelekcid
Apoptozis

Medulla

FOXN1: - Thymusepithel sejt differenciacio, Bérsejtek
- Hianya: “Nude egér” (T sejt hiany & sz6r hianya)



Thymus szelekcios
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